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Proteína para el diagnóstico V el seguimiento inmunológico de la 
hidatidosis 
La presente invención se encuentra dentro del campo de la biotecnología. 
5 Específicamente, se refiere a una proteína nueva recombinante, denominada 
282t, formada mediante la clonación en tándem de un fragmento de otra, al uso 
de la proteína recombinante para el diagnóstico de la hidatidosis, así como a un 
método para la obtención de datos útiles para el diagnóstico y seguimiento de 
la hidatidosis en un individuo que comprende el uso de esta proteína 
10 recombinante, y a un kit que comprende dicha proteína recombinante. La 
presente invención también se refiere a los anticuerpos que reconocen la 
proteína recombinante 282t, a un método para la obtención de datos útiles para 
el seguimiento y diagnóstico de la hidatidosis que comprende el uso de estos 
anticuerpos, ya un kit que comprende dichos anticuerpos. 
15 
ESTADO DE LA TÉCNICA ANTERIOR 
La hidatidosis es una enfermedad parasitaria producida fundamentalmente por 
los organismos Echínococcus granulosus y Echínococcus multílocularís. 
20 Echínococcus granulosus, causante de la hidatidosis unilocular, en su ciclo de 
vida, presenta como hospedadores finales a cánidos fundamentalmente, y 
como hospedadores intermediarios una gran variedad de animales, incluyendo 
entre otros, rumiantes domésticos o el hombre. La enfermedad se produce 
cuando los huevos de dichos parásitos excretados por el hospedador final, son 
25 ingeridos por el ser humano u otros animales en agua, vegetales, etc. 
Estos parásitos producen quistes en pulmón, hígado, bazo, cerebro y huesos, 
entre otros lugares del organismo. El quiste se desarrolla durante varios años 
dando lugar a grandes masas, que en ocasiones, mediante diagnóstico de 
30 imagen, son confundidas con tumores u otros agentes causantes de lesiones 





lugar a diversas alteraciones como por ejemplo, a hipertensión portal en el 
hígado llegando a provocar incluso la muerte del individuo por coma hepático. 
El diagnóstico y seguimiento de la enfermedad se lleva a cabo 
5 fundamentalmente mediante métodos de imagen. No obstante, estos métodos 
solo sirven cuando la enfermedad se encuentra en un estado muy avanzado. 
Tras el diagnóstico positivo se lleva a cabo la extracción del quiste hidatídico 
mediante cirugía u otros, o se aplica tratamiento farmacológico. El seguimiento, 
tras llevar a cabo este tratamiento, se puede realizar mediante diagnóstico de 
10 imagen, pero con limitaciones, ya que pequeños quistes nuevos o viejos no se 
detectarán, ni tampoco ciertos cambios en quistes inducidos por tratamiento 
farmacológico. 
Existe, por tanto, la necesidad de mejorar los métodos de diagnóstico y 
15 seguimiento de esta enfermedad por imagen, de manera que permitan realizar 
un diagnóstico y seguimiento temprano de la enfermedad para adecuar el 
tratamiento y evaluar el grado de curación. 
Por otro lado, las herramientas actualmente existentes para llevar a cabo el 
20 diagnóstico y seguimiento inmunológico de la hidatidosis son poco repetitivas y 
no están estandarizadas. No se ha conseguido llegar a un consenso sobre el 
uso de una herramienta determinada para realizar dicho diagnóstico o 
seguimiento debido a las limitaciones que presentan las propias herramientas 
(Carmena et al, 2006. Acta Trop. 98:74-86). 
25 
30 
El mayor problema al que se enfrentan los diversos antígenos para ser aptos 
para el inmunodiagnóstico es la validación de la utilidad de los mismos en un 
número apreciable de pacientes. Además dichos antígenos, para permitir su 
uso y la repetitividad de los resultados, han de encontrarse bien caracterizados. 
Se han postulado diversas herramientas para el serodiagnóstico de la 





péptidos sintéticos. Sin embargo, a pesar de estas aproximaciones, debido a la 
falta de efectividad de los antígenos, éstos caen en desuso y no son aplicados 
de forma habitual y determinante para el diagnóstico. Este es el caso, por 
ejemplo, del antígeno recombinante 82 (Fernández et al, 1996. Mol Biochem 
5 Parasitol. 77:247-250). Este antígeno presenta resultados variables entre 
diversos autores, lo que implica que los experimentos llevados a cabo con esta 
herramienta presentan una baja repetitividad, y por ello una baja aplicabilidad 
en el diagnóstico. De este antígeno se han creado diversos derivados que 
también presentan resultados poco repetitivos (UY26430; Gonzalez-Sapienza 
10 et al, 2000. J Clín Microbiol. 38:3979-3983). 
En la actualidad existen pocos kits comerciales para el diagnóstico de la 
hidatidosis, la mayor parte de ellos basados en antígenos nativos, los cuales 
están poco caracterizados. Esto hace que no exista un consenso en cuanto al 
15 uso concreto de uno de ellos. En la actualidad no existe ningún kit comercial 
para el seguimiento de la hidatidosis, definido como tal. 
Existe por tanto la necesidad de encontrar nuevas herramientas inmunológicas 
que permitan el diagnóstico y seguimiento de la hidatidosis de forma 
20 reproducible y fiable. Esta herramientas inmunológicas han de encontrarse bien 
caracterizadas y definidas para permitir la estandarización de sus resultados y 
su aplicabilidad de forma rutinaria. 
25 
DESCRIPCiÓN DE LA INVENCiÓN 
La presente invención se refiere a una proteína recombinante, denominada 
proteína 282t, formada mediante la clonación en tándem de un fragmento de 
otra, y al uso de dicha proteína para el diagnóstico y seguimiento de la 
hidatidosis, así como a un método para la obtención de datos útiles para el 
30 diagnóstico o seguimiento de hidatidosis y a un kit que comprende los 
elementos necesarios para llevar a cabo dicho método. La presente invención 






282t, así como a un método para la obtención de datos útiles para el 
diagnostico o seguimiento de la hidatidosis basado en dichos anticuerpos, ya 
un kit que comprende los elementos necesarios para la realización de dicho 
método. 
En la presente invención se demuestra cómo la proteína 282t mejora tanto la 
sensibilidad como la especificidad diagnóstica frente a la proteína 82t descrita 
previamente. Además, dicha proteína 282t presenta también un mayor 
rendimiento diagnóstico frente a kits comerciales previamente desarrollados. 
10 También se demuestra que la clonación en concreto de dos copias de un 
fragmento de la proteína recombinante 82, presenta una mayor utilidad 
diagnóstica que la clonación de mayor número de copias. La proteína 282t 
consiste en la clonación en tándem en número de dos copias de la proteína 
recombinante 82 truncada en su extremo N-terminal (82t), y su secuencia es 
15 SEO ID NO: 1. 
De igual forma que ocurre con muchas de las proteínas descritas, como por 
ejemplo entre proteínas homólogas en diferentes organismos, muchas 
proteínas presentan alteraciones en sus secuencias de aminoácidos, las cuales 
20 no varían ni la funcionalidad de las proteínas, ni su estructura de forma 
sustancial, considerándose variaciones inocuas. Estas alteraciones, por tanto, 
no serían determinantes en el polipéptido ni para su estructura ni para su 
actividad. 
25 Los polipéptidos pueden presentar variantes. Estas variantes se refieren a 
variaciones limitadas en la secuencia aminoacídica, que permiten el 
mantenimiento de la funcionalidad del péptido. Esto quiere decir que la 
secuencia de referencia y la secuencia de la variante son similares en conjunto, 
e idénticas en muchas regiones. Estas variaciones se generan por 
30 sustituciones, deleciones o adiciones. Dichas sustitu ci o n es so n po r 
aminoácidos conservados. Los aminoácidos conservados son aminoácidos que 





hidrofobicidad o aromaticidad. Estas sustituciones incluyen, aunque sin 
limitarse, sustituciones entre ácido glutámico (Glu) y ácido aspártico (Asp), 
entre Lisina (Lys) y Arginina (Arg), entre asparagina (Asn) y glutamina (Gln), 
entre serina (Ser) y treonina (Thr), y/o entre los aminoácidos que componen el 
5 grupo alanina (Ala), leucina (Leu), valina (Val) e isoleucina (1Ie). Las variaciones 
pueden ser variaciones generadas artificialmente como por ejemplo mediante 
mutagénesis o síntesis directa. Estas variaciones no provocan modificaciones 
esenciales en las características o propiedades esenciales del polipéptido. 
10 Por todo ello un primer aspecto de la invención se refiere a un polipéptido 
aislado, o "polipéptido de la invención", que comprende una secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos un 75%, preferiblemente un 85%, más 
preferiblemente un 90%, aun más preferiblemente un 95%, y aun más 
preferiblemente un 99% de identidad con respecto a la secuencia SEO ID NO: 
15 1, sobre la longitud completa de la SEO ID NO: 1. En una realización aún más 
preferida de este aspecto de la invención el polipéptido comprende la 
secuencia de aminoácidos SEO ID NO: 1. Preferiblemente el polipéptido de la 
invención es SEO ID NO: 1 o proteína 282t. 
20 El polipéptido de la invención es producido de forma artificial como por ejemplo, 
aunque sin limitarse, de forma recombinante, de forma sintética, o mediante la 
combinación de estos dos métodos. 
Los términos "péptido", "polipéptido", "proteína" o "secuencia aminoacídica" se 
25 usan de forma intercambiable en la presente invención, y se refieren a una 
forma polimérica de aminoácidos de cualquier longitud, que pueden estar o no, 
química o bioquímicamente modificados. 
El péptido de la presente invención puede ser producido directamente en forma 
30 madura o bien formando parte de una proteína mayor como un precursor o una 
proteína de fusión posteriormente procesada. Adicionalmente puede incluir 






histidinas, prosecuencias o secuencias que aumenten su estabilidad durante la 
producción y purificación de la proteína. También pueden incluir secuencias 
aminoacídicas o lipídicas adicionales que puedan aumentar la capacidad de 
unión a anticuerpos producidos en caso de hidatidosis. 
El término "identidad", tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a 
la proporción de nucleótidos idénticos entre dos secuencias nucleotídicas, o a 
la proporción de aminoácidos idénticos entre dos secuencias aminoacídicas 
que se comparan. Los métodos de comparación de secuencias son conocidos 
10 en el estado de la técnica e incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa 
GAG, incluyendo GAP (Oevereux et al. 1984, Nucleic Acids Research 12: 287 
Genetics Computer Group University of Wisconsin, Madison, (WI); BLAST o 
BLASTN, Y FASTA (Altschul et al. 1999, J. Mol. Biol. 215: 403-410). 
Adicionalmente, el algoritmo de Smith Waterman debe usarse para determinar 
15 el grado de identidad de dos secuencias. 
El polipéptido de la invención es codificado por, al menos, un polinucleótido que 
da como resultado la proteína 2B2t. Un ejemplo de polinucleótido que codifica 
para la proteína 2B2t sería por ejemplo, aunque sin limitarse el polinucleótido 
20 de secuencia SEO ID NO: 2. Debido a la degeneración del código genético, en 
el cual diversos tripletes de nucleótidos dan lugar a un mismo aminoácido, 
existen diversas secuencias de nucleótidos que dan lugar a una misma 
secuencia aminoacídica. Por todo ello otro aspecto de la invención se refiere a 
un polinucleótido aislado (polinucleótido de la invención) que codifica para el 
25 polipéptido de la invención, o a una secuencia nucleotídica complementaria a 
dicho polinucleótido aislado. En una realización preferida el polinucleótido que 
codifica para el polipéptido de la invención es el polinucleótido de secuencia 
SEO ID NO: 2. 
30 Los términos "secuencia nucleotídica", "secuencia de nucleótidos", "ácido 
nucleico", "oligonucleótido" y "polinucleótido" se usan aquí de manera 





longitud que pueden estar o no, química o bioquímicamente modificados. Se 
refieren por tanto a cualquier polirribonucleótido o polidesoxirribonucleótido, 
tanto de cadena sencilla como de doble hebra. 
5 El polinucleótido de la invención puede obtenerse de manera artificial mediante 
métodos de clonación y selección convencional, o mediante secuenciación. 
El polinucleótido, adicionalmente a la secuencia codificante, puede llevar otros 
elementos como por ejemplo aunque sin limitarse, intrones, secuencias no 
10 codificantes en los extremos 5' o 3', sitios de unión a ribosomas, o secuencias 
estabilizadoras. Estos polinucleótidos adicionalmente también pueden incluir 
secuencias codificantes para aminoácidos adicionales que puedan ser útiles 
por ejemplo, aunque sin limitarse, para aumentar la estabilidad del péptido 
generado a partir de él o permitir una mejor purificación del mismo. 
15 
El polipéptido de la invención presenta capacidad antigénica y puede utilizarse 
para desarrollar anticuerpos mono y policlonales que se unan específicamente 
a estos polipéptidos. Esto puede llevarse a cabo mediante diversos métodos 
conocidos por un experto en la materia. Por ello otro aspecto de la invención se 
20 refiere a un anticuerpo que se une específicamente al péptido de la invención, 
de ahora en adelante "anticuerpo de la invención". 
El término "anticuerpo" tal como se emplea en esta memoria, se refiere a 
moléculas de inmunoglobulinas y porciones inmunológicamente activas de 
25 moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de 
fijación de antígeno que se une específicamente (inmunorreacciona) con la 
proteína 282t. Ejemplos de porciones de moléculas de inmunoglobulinas 
inmunológicamente activas incluyen fragmentos F(ab) y F(ab')2, los cuales 
pueden ser generados tratando el anticuerpo con una enzima tal como la 
30 pepsina. Los anticuerpos pueden ser policlonales (incluyen típicamente 
anticuerpos distintos dirigidos contra determinantes o epítopos distintos) o 





anticuerpo monoclonal puede ser alterado bioquímicamente o mediante 
manipulación genética, o puede ser sintético, careciendo, posiblemente, el 
anticuerpo en su totalidad o en partes, de porciones que no son necesarias 
para el reconocimiento de la proteína 282t y estando sustituidas por otras que 
5 comunican al anticuerpo propiedades ventajosas adicionales. El anticuerpo 
puede ser también recombinante, quimérico, humanizado, sintético o una 
combinación de cualquiera de los anteriores. Un "anticuerpo o polipéptido 
recombinante" (rAe) es un anticuerpo que ha sido producido en una célula 
hospedadora que ha sido transformada o transfectada con el ácido nucleico 
10 codificante del anticuerpo o polipéptido, o produce el anticuerpo o polipéptido 
como resultado de la recombinación homóloga. 
En la presente invención se demuestra que el péptido 282t es capaz de 
detectar anticuerpos producidos en caso de hidatidosis. Eso implica 
15 anticuerpos producidos frente al elemento causal de dicha enfermedad como 
es Echínococcus granulosus. Por ello, otro aspecto de la invención se refiere al 
uso del péptido de la invención para la detección de anticuerpos frente a 
Echínococcus granulosus. Esta detección se puede llevar a cabo mediante 
inmunoensayos, como por ejemplo, aunque sin limitarse, mediante ensayos de 
20 inmunoabsorción ligado a enzimas (ELlSA), inmunotransferencia tipo western, 
ensayos de inmunofluorescencia (IFA), radioinmunoanálisis (RIA), 
hemaglutinación, inmunoensayo de polarización de fluorescencia (FPIA), 
ensayo de unión cromatográfica de flujo reversible, inmunohistoquímica o chips 
de proteína. 
25 
El término "antígeno" en esta memoria se refiere a una molécula (generalmente 
una proteína), que puede inducir la formación de anticuerpos. Hay muchos 
tipos de moléculas diferentes que pueden actuar como antígenos, como las 
proteínas o péptidos, los polisacáridos y, más raramente, otras moléculas como 
30 los ácidos nucleicos. 





infección provoca como respuesta en los hospedadores la generación de 
anticuerpos frente a este organismo. El péptido 282t es capaz de detectar la 
existencia de estos anticuerpos, y por tanto presenta utilidad como herramienta 
para el diagnóstico de la hidatidosis. Por tanto otro aspecto de la invención se 
5 refiere al uso del péptido de la invención para el diagnóstico de hidatidosis. 
10 
Dentro de la hidatidosis, la de mayor incidencia y de mayor importancia es la 
hidatidosis unilocular, la cual es causada por el mismo organismo: E. 
granulosus. Por ello en una realización preferida de este aspecto de la 
invención, la hidatidosis es hidatidosis unilocular. 
Por otro lado cabe destacar, que tras el diagnóstico, y el tratamiento 
farmacológico o quirúrgico, es necesario llevar a cabo un seguimiento del 
paciente ya que el tratamiento puede fallar, o dar lugar a una hidatidosis 
secundaria. Para llevar a cabo este seguimiento en la actualidad existen dos 
15 herramientas, las técnicas de imagen y la detección de anticuerpos con líquido 
hidatídico. En el caso del desarrollo de hidatidosis secundaria el desarrollo del 
quiste puede llevar un tiempo hasta poder ser determinado por imagen por 
tener un tamaño menor al de resolución de los aparatos utilizados. Este 
seguimiento, si se hace mediante detección de anticuerpos con líquido 
20 hidatídico (extracto total de parásitos) presenta como problema que los 
anticuerpos que reaccionan con este líquido hidatídico perduran durante 10-12 
años en pacientes curados impidiendo su utilidad. El antígeno de la presente 
invención permite detectar una bajada de anticuerpos en pacientes curados en 
un tiempo muy inferior, indicando su utilidad como herramienta para el 
25 seguimiento. Por tanto, otro aspecto de la invención se refiere al uso del 
péptido de la invención para el seguimiento de hidatidosis. En una realización 
preferida de este aspecto de la invención, la hidatidosis es hidatidosis 
unilocular. 
30 Los anticuerpos desarrollados gracias a la proteína 282t, son capaces de 
unirse específicamente a esta, de la misma forma que pasa con los anticuerpos 





estos anticuerpos, al igual que ocurre por los desarrollados por el hospedador, 
sean capaces de reconocer proteínas de Echínococcus granulosus por lo que 
presentan utilidad para el diagnóstico de la enfermedad producida por este 
organismo como es la hidatidosis. Por tanto, otro aspecto de la invención se 
5 refiere al uso de los anticuerpos de la invención para el diagnóstico de la 
hidatidosis. En una realización preferida de este aspecto de la invención, la 
hidatidosis es hidatidosis unilocular. 
Estos anticuerpos que reconocen específicamente la proteína 282t, al 
10 presentar la capacidad para reconocer proteínas de Echínococcus granulosus, 
también presentan utilidad para el seguimiento de infecciones por dicho 
organismo, ya que si este se elimina, el organismo hospedador elimina las 
proteínas del parásito y por tanto no se pueden detectar por el anticuerpo. Por 
ello, otro aspecto de la invención se refiere al uso de los anticuerpos de la 
15 invención para el seguimiento de hidatidosis. En una realización preferida de 
este aspecto de la invención, la hidatidosis es hidatidosis unilocular. 
Estos anticuerpos que reconocen específicamente la proteína 282t, al 
presentar la capacidad para reconocer proteínas de Echínococcus granulosus, 
20 también presentan utilidad para la identificación específica de material 
proveniente de un paciente o animal infectado por hidatidosis. Esta 
especificidad, por tanto, permite discernir si material obtenido con 
características morfológicas o de imagen similares a una lesión hidatídica, es 
realmente tejido hidatídico o presenta un origen diferente. Las lesiones que 
25 presentan características morfológicas o de imagen similares a las producidas 
por los quistes hidatídicos pueden ser producidas tanto por agentes infecciosos 
como tener un origen no infeccioso. Algunas de estas lesiones son por ejemplo, 
aunque sin limitarse, cisticercosis, esquistosomosis, hepatitis o absceso 
amebiano. Por ello, otro aspecto de la invención se refiere al uso de los 
30 anticuerpos de la invención para la identificación de material de origen 
hidatídico. En una realización preferida de este aspecto de la invención, el 





Otro aspecto de la presente invención se refiere a un método para la obtención 
de datos útiles para el diagnóstico o el seguimiento de la hidatidosis (primer 
método de la invención) que comprende: 
a) obtener una muestra biológica aislada de un individuo, 
5 b) poner en contacto el péptido de la invención con la muestra biológica 
aislada del paso (a), y 
c) detectar la formación de complejos polipéptido/anticuerpo en la 
muestra del paso (b). 
10 En una realización preferida de este aspecto de la invención, el primer método 
de la invención comprende además: 
d) asociar al individuo del paso (a) al grupo de pacientes con hidatidosis 
en caso de detectar la formación de complejos en el análisis del paso (c). 
15 Una realización más preferida del primer método de la invención se refiere al 
método para el seguimiento de hidatidosis donde el individuo del paso (a) ha 
sido previamente diagnosticado de hidatidosis. 
Se entiende por "Echínococcus granulosus" en la presente invención aquellos 
20 organismos pertenecientes al superreino Eukaryota, rei no Metazoa, fi I o 
Platyhelmíntes, clase Gestoda, subclase Eucestoda orden Gyclophyllídea, 
familia Taeniída, género Echínococcus y especie Echínococcus granulosus. 
Dentro de la hidatidosis producida por Echínococcus granulosus la más común 
25 es hidatidosis unilocular. Por ello, en otra realización preferida de este aspecto 
de la invención la hidatidosis es hidatidosis unilocular. 
El término "muestra biológica aislada", tal y como se utiliza en la descripción se 
refiere, pero no se limita, a tejidos y/o fluidos biológicos de un sujeto, obtenidos 
30 mediante cualquier método conocido por un experto en la materia que sirva 
para tal fin. Preferiblemente la muestra biológica aislada comprende: peritoneo, 





mama, ovario, útero, cérvix, vagina, vulva, riñón, glándula suprarrenal, vejiga, 
tracto urinario, tejido óseo, músculo, tejido adiposo, tejido fibroso, vasos 
sanguíneos glándulas salivares, hígado, bazo, timo, pulmón, tiroides, 
paratiroides, glándula pituitaria, encéfalo, cerebelo, nervios periféricos, médula 
5 ósea, ganglios linfáticos, líquido cefalorraquídeo, líquido hidatídico, suero, 
plasma, linfa o sangre. En otra realización preferida de este aspecto de la 
invención la muestra biológica aislada es suero, plasma, sangre, líquido 
cefalorraquídeo, líquido hidatídico o cualquier material obtenido de lesiones 
hidatídicas o lesiones similares a lesiones hidatídicas. 
10 
15 
Se entienden por "lesiones similares a lesiones hidatídicas" en la presente 
invención, aquellas lesiones que presentan características morfológicas o de 
imagen similares a las lesiones hidatídicas, como por ejemplo, aunque sin 
limitarse, cisticercosis, esquistosomosis, hepatitis o absceso amebiano. 
Los hospedadores más habituales del parásito Echínococcus granulosus, y en 
los cuales se produce la hidatidosis, son mamíferos, y más concretamente, 
rumiantes y el ser humano. Por ello, en otra realización preferida de este 
aspecto de la invención, la muestra biológica aislada procede de un mamífero. 
20 En una realización más preferida de este aspecto de la invención la muestra 
biológica aislada procede de un rumiante o de un humano. 
Los términos "sujeto" o "individuo", tal y como se utiliza en la descripción, se 
refieren a animales, preferiblemente mamíferos, y más preferiblemente, 
25 humanos. 
Se entiende por "rumiante" en la presente invención a cualquier individuo 
perteneciente al superreino Eukaryota, reino Metazoa, filo Chordata, subfilo 
Craníata, clase Mammalía, superorden Laurasíathería, orden Artíodactyla, y 





Otro aspecto de la presente invención se refiere a un método para la obtención 
de datos útiles para el diagnóstico o el seguimiento de hidatidosis (segundo 
método de la invención) que comprende: 
a) obtener una muestra biológica aislada de un individuo, 
5 b) poner en contacto el anticuerpo de la invención con la muestra 
biológica aislada del paso (a), y 
c) detectar la formación de complejos polipéptido/anticuerpo en la 
muestra del paso (b). 
10 En una realización preferida de este aspecto de la invención, el segundo 
método de la invención comprende además: 
d) asociar al individuo del paso (a) al grupo de pacientes con hidatidosis 
en caso de detectar la formación de complejos en el análisis del paso (c). 
15 Una realización más preferida del segundo método de la invención se refiere al 
método para el seguimiento de hidatidosis donde el individuo del paso (a) ha 
sido previamente diagnosticado de hidatidosis. 
En otra realización preferida de este aspecto de la invención la hidatidosis es 
20 hidatidosis unilocular. 
25 
30 
En otra realización preferida de este aspecto de la invención la muestra 
biológica aislada es suero, plasma, sangre, líquido cefalorraquídeo, líquido 
hidatídico o cualquier material obtenido de lesiones quísticas o similares. 
En otra realización preferida de este aspecto de la invención, la muestra 
biológica aislada se obtiene de un mamífero. En una realización más preferida 
de este aspecto de la invención la muestra biológica aislada se obtiene de un 
individuo seleccionado del grupo que comprende: rumiantes o el ser humano. 
Para la formación de los complejos péptido/anticuerpo, el péptido o el 





superficie, la cual entra en contacto con la muestra biológica aislada que se 
sospecha presenta antígenos o anticuerpos frente a Echínococcus granulosus 
presentes en caso de hidatidosis. Alternativamente, el péptido o el anticuerpo 
pueden encontrase en suspensión, y aplicarse sobre la muestra biológica 
5 aislada de interés. Los ensayos que se llevan a cabo para la formación de los 
complejos incluyen ensayos de competencia, ensayos de tipo sándwich, o 
reacción directa. 
Para la detección de los complejos péptido/anticuerpo, el péptido o el 
10 anticuerpo de la invención se pueden conjugar con un indicador que permita 
facilitar la detección de la formación de los complejos. Alternativamente la 
detección del complejo péptido/anticuerpo puede llevarse a cabo mediante la 
adición de un anticuerpo secundario acoplado a un reactivo indicador. La 
detección de los complejos péptido/anticuerpo, lleven asociados o no un 
15 anticuerpo secundario, se puede llevar a cabo mediante métodos 
radiométricos, colorimétricos, fluorimétricos, metalográficos, de separación por 
tamaños o de precipitación. 
El término "reactivo indicador", tal y como se utiliza en la presente descripción, 
20 se refiere a un compuesto capaz de dar lugar a una señal cromogénica, 
fluorogénica, radiactiva y/o quimioluminiscente que permita la detección de los 
complejos antígeno/anticuerpo. El compuesto marcador se selecciona de la 
lista que comprende radioisótopos, enzimas, fluoróforos o cualquier molécula 
susceptible de ser conjugada con otra molécula o detectada y/o cuantificada 
25 de forma directa. Este compuesto marcador puede conjugarse al péptido o al 
anticuerpo directamente, o a través de otro compuesto. Algunos ejemplos de 
reactivos indicadores acoplados al péptido o al anticuerpo pueden ser agentes 
cromogénicos o elementos catalizadores como enzimas como por ejemplo 
aunque sin limitarse fosfatasa alcalina, peroxidasas, o beta-galactosidasas. 
30 También pueden encontrarse como reactivos indicadores compuestos 
fl uo rescentes co mo por ejemplo, au nque si n li mitarse, fluoresceína o 





quimioluminiscentes como por ejemplo aunque sin limitarse, dioxetanos, 
acridinios, fenantridinios, rutenio o luminol. Los reactivos indicadores también 
pueden ser isótopos radiactivos como 33P o 358, marcadores visuales 
directos, o cofactores, inhibidores, partículas metálicas o partículas 
5 magnéticas. 
Otro aspecto de la presente invención se refiere a un kit o dispositivo para 
llevar a cabo el primer método de la invención, que comprende el péptido de la 
invención. Otro aspecto se refiere a un kit o dispositivo para llevar a cabo el 
10 segundo método de la invención, que comprende al menos un anticuerpo de la 
invención. 
Otro aspecto de la invención se refiere al uso de un kit o dispositivo que 
comprende el péptido de la invención, para el diagnóstico o seguimiento de 
15 hidatidosis. En una realización preferida, la hidatidosis es hidatidosis 
unilocular. Otro aspecto de la invención se refiere al uso de un kit o dispositivo 
que comprende al menos un anticuerpo de la invención para el diagnóstico o 
seguimiento de hidatidosis. En una realización preferida, la hidatidosis es 
hidatidosis unilocular. 
20 
Los kits pueden contener todos aquellos reactivos necesarios para detectar la 
formación de los complejos antígeno/anticuerpo como por ejemplo, pero sin 
limitarse, anticuerpos secundarios o controles positivos y/o negativos. El kit 
además puede incluir, sin ningún tipo de limitación, tampones, soluciones de 
25 extracción de proteínas, agentes para prevenir la contaminación, inhibidores 
de la degradación de las proteínas, etc. Por otro lado el kit puede incluir todos 
los soportes y recipientes necesarios para su puesta en marcha y 
optimización. Preferiblemente, el kit comprende además las instrucciones para 
llevar a cabo cualquiera de los métodos de la invención. 
30 
A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 





componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas 
y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y 
en parte de la práctica de la invención. Las siguientes figuras y ejemplos se 
proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la 
5 presente invención. 
DESCRIPCiÓN DE LAS FIGURAS 
Figura 1. Muestra el esquema de clonación en tándem del antígeno 82t 
10 indicando las enzimas de restricción utilizadas (8glll, 8amHI, Sacl). Primera 
clonación. 
Figura 2. Muestra el esquema de clonación en tándem del antígeno 82t 
indicando las enzimas de restricción utilizadas (8glll, 8amHI, Sacl). Segunda 
15 clonación (antígeno 282t). 
Figura 3. Electroforesis que muestra los polipéptidos 282t (segundo carril), 
482t (tercer carril) y 882t (cuarto carril) después de su purificación desde 
volúmenes equivalentes de cultivo en un gel de acrilamida teñido con azul 
20 Coomassie. El primer carril incluye patrones de peso molecular conocidos. 
EJEMPLOS 
Los siguientes ejemplos específicos que se proporcionan en este documento 
25 de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invención. Estos 
ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser 
interpretados como limitaciones a la invención que aquí se reivindica. Por tanto, 
los ejemplos descritos más adelante ilustran la invención sin limitar el campo de 






Ejemplo 1. Obtención del recombinante 82t 
Se elige la secuencia de nucleótidos (AON complementario) disponible en 
GenBank correspondiente al antígeno B2 (número de acceso U15001), 
5 variedad ovina. Se realizó una PCR y subclonación en vector pGEX-4T2 
(Pharmacia), y posteriormente la transformación de la cepa de expresión BL21-
CodonPlus-RIL (Stratagene), para la obtención de la siguiente proteína, 
denominada B2t, de 74 aminoácidos, con un peso molecular teórico de 7,4 
kOa, y de secuencia SEO ID NO: 3. 
10 
Ejemplo 2. Obtención de los recombinantes 282t, 482t Y 882t 
Se parte del antígeno B2t en pGEX-4T2 del ejemplo 1. La técnica que se usa 
se denomina clonación en tándem, y ha sido descrita anteriormente por varios 
15 autores. 
Primero, se realiza una PCR sobre este recombinante, con cebadores que 
incorporan en el extremo 5' un sitio de restricción para la enzima 8gl11 en el 
sentido 5'-3' (cebador de secuencia SEO ID NO: 4) y 8amHI en el sentido 3'-5 
20 (cebador de secuencia SEO ID NO: 5), excluyendo de la secuencia de este 
último el codón de terminación TAA. 
La PCR se realiza en condiciones estándar, con BioTaq (Bioline), sobre un 
termociclador Techne T-512, en 35 ciclos. Los 5 primeros ciclos fueron de 40 
25 segundos a 94ºC, 40 segundos a 48ºC y 1 minuto a 72ºC. Los 30 ciclos 
siguientes fueron de 40 segundos a 94ºC, 40 segundos a 58ºC y 1 minuto a 
72ºC, con una extensión final de 5 minutos a 72ºC. 
El producto de PCR, de 226 pares de bases y secuencia SEO ID NO: 6, se 





Este producto de PCR se purificó con el kit de Stratagene Strataprep DNA gel 
extraction kit, y se valoró su concentración con un Nanodrop. El producto 
purificado se subclonó en el vector pGEM-TEasy (Promega), utilizando una 
reacción estándar de ligación. La ligación se usó para transformar células XL 1 B 
5 en una reacción estándar de transformación, y se sembró en placas de LB-agar 
con amplicilina. 
10 
El análisis de transformantes nos permitió elegir los que estaban clonados 
correctamente, que siguen el esquema que se indica en la Figura 1. 
En los clonados correctamente, encontramos la secuencia de la proteína, los 
dos sitios de restricción introducidos en los cebadores, y un tercer sitio de 
restricción del propio vector. Este recombinante se digiere en dos digestiones 
dobles diferentes: una con 8amHI más Sacl, y otra con 8gl11 más Sacl. Se 
15 purifican los productos de digestión desde un gel de agarosa como se ha 
descrito anteriormente, y se ligan. Al ligarse los sitios 8amHI y 8glll, 
desaparecen los sitios de restricción y se forman dos amino ácidos nuevos, 
glicina y serina. Tras la transformación de células XL 1 By plaqueo en LB-agar 
con amplicilina, se seleccionan los clones y se secuencian, eligiéndose los que 
20 cumplen el esquema que se muestra en la Figura 2. 
De este transformante se realiza una nueva doble digestión por separado, una 
nueva ligación y transformación, para seleccionar los clones correspondientes 
al 4B2t, y se repite el proceso para obtener el recombinante conteniendo el 
25 antígeno 8B2t. 
Los distintos recombinantes son subclonados en el vector de expresión pGEX-
4T1, digiriendo los recombinantes en pGEM-TEasy con EcoRI, sitio de 
restricción que flanquea a la secuencia clonada en este vector. Tras la 
30 digestión, purificación y ligación, se transforman células XL 1 B para seleccionar 






Ejemplo 3. Obtención y rendimiento de las distintas proteínas 
recombinantes. 
Cada clon fue incubado en medio 2xYT con ampicilina y cloranfenicol a 37ºC 
5 en agitación a 180 rpm. Se indujo la expresión proteica mediante IPTG 0,1 mM 
cuando la densidad óptica del cultivo fue de 0,8, y se dejó en incubación 
durante 3 horas más. Para purificar las correspondientes proteínas, se sonican 
las células en P8S, se incuban con Tritón-X1 00 al 1 % Y se centrifugan a 20.000 
rpm 15 minutos a 4ºC. Las proteínas del sobrenadante se purifican en 
10 columnas de afinidad Glutathione Sepharose 48 (GE Healthcare), y se 
obtienen puras tras corte con trombina, siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
La pureza de la proteína se comprueba por electroforesis en geles de 
15 acrilamida, y la cantidad de proteína producida se mide en el Nanodrop. 
En la figura 3 se muestra la presencia de las proteínas 282t (SEO ID NO: 1) de 
169 aminoácidos, y un peso molecular de 16,9 KOa, 482t (SEO ID NO: 7) de 
313 aminoácidos y un peso molecular de 31,3 KOa, y 882t (SEO ID NO: 8) de 
20 601 aminoácidos, y un peso molecular de 60,1 KOa en un gel teñido con 
Coomassie. 
Tal y como se observa en la figura 3, la que dio lugar a mayor rendimiento por 
litro de cultivo fue la 282t, seguida de la 482t y de la 882t. El rendimiento de 
25 esta última es tan bajo, que se descartó su uso posterior por no ser rentable su 
producción a mayor escala. 
30 
Ejemplo 4. Obtención de anticuerpos policlonales frente a la proteína 
recombinante 282t. 
El antígeno 282t purificado fue utilizado para inmunizar subcutáneamente 





recombinante más 1 mg de saponina en P8S cada una, con dos semanas 
entre cada una. Tres semanas después de la segunda inmunización, se 
sangraron los animales y se obtuvo el suero por centrifugación. 
5 Estos anticuerpos son útiles para la detección e identificación de antígenos 
nativos (detección e identificación de quistes hidatídicos), tanto en animales 
como en humanos, para las dos especies principalmente causantes de 
hidatidosis (E. granulosus y E. multílocularís). 
10 Ejemplo 5. Rendimiento diagnóstico de los antígenos 82t, 282t Y 482t, en 
comparación con líquido hidatídico, en la prueba de Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay (ELlSA) para hidatidosis humana. Diagnóstico 
confirmatorio. 
15 Los antígenos recombinantes obtenidos se han probado en diferentes pruebas 
diagnósticas frente a la hidatidosis, entre ellas el ELlSA. El que se presenta 
como mejor candidato para ser utilizado en pruebas diagnósticas es el 282t, al 
dar lugar a un mayor rendimiento, tanto en su obtención como a nivel 
diagnóstico (sensibilidad y especificidad globales). 
20 
Se hizo un primer ensayo con 112 sueros para comparar el comportamiento de 
los 3 antígenos, 82t, 282t Y 482t, en ELlSA: 52 de pacientes con hidatidosis 
confirmada quirúrgicamente, 10 de pacientes con otras parasitosis relacionadas 
con el fin de valorar cuál presentaba mayor tendencia a dar reacciones 
25 cruzadas. También se probaron 50 sueros de donantes sanos. 
30 
Se utiliza un protocolo estándar para la realización del ELlSA, que básicamente 






- Tapizado: 100 ul/pocillo, dilución de antígenos en tampón carbonato pH 9,6, a 
una dilución de 0,5 microgramos/ml.. Se incuba toda la noche, 4ºC. Lavar 
posteriormente con PBS-Tween 0,05%. 
- Bloqueo: 200 ul/pocillo de BSA 1 % en tampón de lavado (tampón de 
5 bloqueo), 2 horas a 37ºC. 
- Sueros: dilución 1/200 en tampón de bloqueo, 100 ul/pocillo. 1 hora a 37ºC. 
Lavar 5 veces con tampón de lavado. 
- Conjugado: Anti-lgG total marcada con peroxidada a 1/2000 en tampón de 
bloqueo. 100 ul/pocillo. 1 hora a 37ºC. Lavar 5 veces con tampón de lavado. 
10 - Revelado y parado: Revelado 100 ul/pocillo con tampón citrato, orto-fenileno-
diamina y H20 2 (por cada 10 mi de tampón, 0,0028 gr de OPD y 4 ul de H20 2). 
El revelado dura aproximadamente 5 minutos, y la reacción se detiene 
mediante la adición de 50111 H2S04 3N por pocillo. 
- Lectura a 492 nm. 
15 - Cálculo de índice serológico: (DO Cneg - DO SP)x1 00/00 Cneg-DO Cpos, 
donde: 
00= densidad óptica. 
Cneg= control negativo. 
SP= suero problema. 
20 Cpos= control positivo. 
25 
Aquellos sueros problema con índice serológico ;:::50 son positivos, aquellos 
cuyo índice es :::; a 40 son negativos, y aquellos con índice serológico entre 40 y 
49 son considerados dudosos y se repite el análisis. 
Los reactivos utilizados fueron preparados tal y como se describe a 
continuación: 
- PBS-Tween. Para 1 litro: Na2HP04 1,07 g; NaH2P04 0,39 g; NaCI 8,5 g; 
30 Tween 20, 500 111. Se ajusta a pH 7,2. 
- Tampón carbonato. Para 100 mi: Na2C03 0,159 g; NaHC03 0,293 g. Se ajusta 





- Tampón citrato. Para 400 mi: Ácido cítrico 2,14 g; Na2HP04 1,4 g. Se ajusta a 
pH 5. 
- Ácido sulfúrico 3N (tampón de parada); H2S04 8 mi; H20 92 mI. 
5 Esta prueba dio como resultados los indicados en la tabla 1. 
Tabla 1: Comparación de especificidad y sensibilidad entre 3 posibles antígenos (B2t, 2B2t Y 
4B2t) para el diagnóstico de la hidatidosis. 
82t (+/-) 282t (+/-) 482t (+/-) 
Hidatidosis 4 O /5 2 47/52 ~ 2/ 52 
Otros parásitos 2/1 O 2/1 O ~ / 1 O 
Donantes 1 /50 2/5 O 1 0/5 O 
Sensibilidad 76,92% 90,38% 80,77% 
Especificidad 95% 93,33% 80% 
Sens+Esp/2 85,96% 91,85% 80,38% 
10 Si consideramos que sensibilidad más especificidad dividido por dos es la 
eficiencia diagnóstica, vemos que la mejor eficiencia diagnóstica la presenta el 
antígeno 282t, siendo la del 482t menor incluso que la del 82t. Esto es 
inesperado, puesto que normalmente, al aumentar el número de unidades 
antigénicas, la sensibilidad tiende a aumentar, y no ha sido así. 
15 
Tras esta primera prueba se descarta el uso del antígeno 482t, ya que tiene 
menos rendimiento diagnóstico que el 82t y que el 282t. 
Tras esta prueba preliminar, se testaron los antígenos 82t y 282t, junto con el 
20 líquido hidatídico, en ELlSA con un número mayor de sueros. Para ello se 
utilizaron 36 sueros de pacientes con otras parasitosis (cisticercosis, hidatidosis 
alveolar, teniosis), 120 sueros de donantes sanos y 190 sueros de pacientes 
con hidatidosis confirmada quirúrgicamente. 
25 En la tabla 2, se muestran los resultados positivos o negativos en cada grupo 






Tabla 2: Sensibilidad y especificidad del antígeno 2B2t frente a B2t y líquido hidatídico 
Líquido hidatídico 
B 2 t ELlSA B 2 t ELlSA 
ELlSA 
Hidatidosis (190) 164 positivos 141 positivos 165 positivos 
26 negativos 49 negativos 25 negativos 
Otros parásitos (36) 18 positivos 5 positivos 3 positivos 
18 negativos 31 negativos 33 negativos 
Donantes sanos (120) 5 positivos 3 positivos 2 positivos 
115 negativos 117 negativos 118 negativos 
Sensibilidad 8 6 , 3 1 % 7 4 , 2 1 % 8 6 , 8 4 % 
Especificidad 8 5 , 2 5 % 9 4 , 8 7 % 9 6 , 7 9 % 
Sens+Esp/2 8 5 , 7 8 % 8 4 , 5 4 % 9 1 , 8 1 % 
Si consideramos el rendimiento diagnóstico como la sensibilidad más la 
especificidad dividido por dos, el que presenta mayor rendimiento es el 
5 antígeno 282t. También se observa que el antígeno que presenta mejores 
datos tanto de sensibilidad como de especificidad es el antígeno 282t. 
Ejemplo 6. Rendimiento diagnóstico de los antígenos 82t, 282t Y 482t, en 
comparación con líquido hidatídico, en la prueba de Enzyme Linked 
10 Immunosorbent Assay (ELlSA) para hidatidosis animal. Diagnóstico 
grupal e individual. 
Los antígenos 82t y 282t se han testado también en cuanto a su capacidad 
para la detección de anticuerpos específicos en animales con hidatidosis. Para 
15 este estudio, se han utilizado 110 sueros de ovinos a los que se les practicó 
necropsia para comprobar la presencia o ausencia de quistes hidatídicos, y 
aplicado la técnica ELlSA, utilizando el protocolo descrito en el ejemplo 
anterior. 
20 Se obtuvieron las mejores correlaciones de positividad doble necropsia-
serología con el antígeno 282t, por lo que este antígeno representa un 








Ejemplo 7. Rendimiento diagnóstico de los antígenos recombinantes en la 
prueba de Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELlSA), comparados 
con un kit comercial para el diagnóstico de la hidatidosis (Hidatidose 
Fumouze). 
Los antígenos 82t y 282t se compararon en cuanto a su rendimiento 
diagnóstico sobre humanos con el kit Hidatidosis Fumouze. Este kit comercial 
está basado en la hemaglutinación indirecta, utiliza una fracción de líquido 
hidatídico (antígeno nativo) enriquecida en antígeno 5. 
Se utilizaron 36 sueros de pacientes con otras parasitosis (cisticercosis, 
hidatidosis alveolar, teniosis), 120 sueros de donantes sanos y 190 sueros de 
pacientes con hidatidosis confirmada quirúrgicamente. 
15 En la tabla 3, se muestran las positividades y negatividades en cada grupo de 
sueros para cada antígeno, así como la sensibilidad y especificidad de cada 
uno. 
20 
Tabla 3: Comparación de sensibilidad y especificidad del antígeno 2B2t frente a B2t, líquido 
hidatídico, y un kit comercial para el diagnóstico de la hidatidosis. 
Líquido Hidatidose 
82t ELlSA 82t ELlSA 
hidatídico ELlSA Fumouze 
Hidatidosis 164 positivos 141 positivos 165 positivos 93 positivos 
(190) 26 negativos 49 negativos 25 negativos 97 negativos 
Otros 18 positivos 5 positivos 3 positivos O positivos 
parásitos (36) 18 negativos 31 negativos 33 negativos 36 negativos 
Donantes 5 positivos 3 positivos 2 positivos O positivos 
sanos (120) 115 negativos 117 negativos 118 negativos 120 negativos 
Sensibilidad 8 6 , 3 1 % 7 4 , 2 1 % ( 6 , 84% 4 8 ,94% 
Especificidad 85,25°;; 94,87% 9 6 , 7 9 % 1 O O % 





Si consideramos el rendimiento diagnóstico como la sensibilidad más 
especificidad dividido por dos, el que presenta mayor rendimiento es el 
antígeno 282t en ELlSA. 
5 Ejemplo 8. Anticuerpos policlonales derivados de los antígenos 
recombinantes. Detección e identificación del quiste hidatídico. 
Los anticuerpos frente a la proteína recombinante 282t se enfrentaron en la 
técnica dot-blot a diferentes antígenos, dando lugar a las siguientes reacciones 
10 positivas y negativas: 
Extracto de vermes adultos de Schístosoma bovís, NEGATIVO 
Líquido quístico de cisticercos de Taenía solium, NEGATIVO 
Líquido hidatídico de Echínococcus multílocularís, POSITIVO 
15 Líquido hidatídico de Echínococcus granulosus, POSITIVO 
Estos anticuerpos, por tanto, pueden diferenciar inequívocamente los quistes 
hidatídicos de otros parásitos que causan lesiones más o menos similares 
(cisticercosis o esquistosomas). Se pueden utilizar para establecer si una lesión 
20 tumoriquística, tanto en animales como en humanos, se trata de un quiste 






1. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoácidos 
que tiene al menos un 95% de identidad con respecto a la secuencia SEO 
5 ID NO: 1, sobre la longitud completa de la SEO ID NO: 1. 
10 
2. Un polipéptido aislado según la reivindicación 1 donde la identidad con 
respecto a la secuencia SEO ID NO: 1 sobre la longitud completa de la SEO 
ID NO: 1, es de al menos el 99%. 
3. Un polipéptido aislado según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2 
que comprende la secuencia de aminoácidos SEO ID NO: 1. 
4. Un polinucleótido aislado que codifica para el polipéptido según 
15 cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o una secuencia nucleotídica 
complementaria a dicho polinucleótido aislado. 
20 
5. Un polinucleótido aislado según la reivindicación 4 que comprende la 
secuencia nucleotídica SEO ID NO: 2. 
6. Un anticuerpo que se une específicamente a un péptido según 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3. 
7. Uso de un péptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de un 
25 anticuerpo según la reivindicación 6 para el diagnóstico in vitro de hidatidosis. 
8. Uso de un péptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de un 
anticuerpo según la reivindicación 6 para el seguimiento de hidatidosis. 
30 9. Uso de un péptido o un anticuerpo según las reivindicaciones 7 u 8 





10. Método para la obtención de datos útiles para el diagnóstico o el 
seguimiento de hidatidosis que comprende: 
a) obtener una muestra biológica aislada de un individuo, 
b) poner en contacto un péptido según cualquiera de las reivindicaciones 
5 1 a 3 con la muestra biológica aislada del paso (a) , y 
c) detectar la formación de complejos polipéptido/anticuerpo en la 
muestra del paso (b). 
11. Método según la reivindicación 10 que además comprende: 
10 d) asociar al individuo del paso (a) al grupo de pacientes con hidatidosis en 
15 
caso de detectar la formación de complejos en el paso (c) 
12. Método cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11 donde el individuo del 
paso (a) ha sido previamente diagnosticado de hidatidosis. 
13. Método de obtención de datos útiles para el diagnóstico o el seguimiento de 
hidatidosis que comprende: 
a) obtener una muestra biológica aislada de un individuo, 
b) poner en contacto un anticuerpo según la reivindicación 6 con la muestra 
20 biológica aislada del paso (a), y 
c) detectar la formación de complejos polipéptido/anticuerpo en la muestra 
del paso (b). 
14. Método según la reivindicación 13 que comprende: 
25 d) asociar al individuo del paso (a) al grupo de pacientes con hidatidosis en 
30 
caso de detectar la formación de complejos en el paso (c). 
15. Método según cualquiera de las reivindicaciones 13 ó 14 donde el individuo 
del paso (a) ha sido previamente diagnosticado de hidatidosis. 
16. Método según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15 donde la 






17. Método según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16 donde la muestra 
biológica aislada del paso (a) es suero, plasma, sangre, líquido hidatídico, 
material extraído de una lesión hidatídica, o líquido cefaloraquídeo. 
18. Método según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17 donde la muestra 
biológica aislada procede de un mamífero. 
19. Método según la reivindicación 18 donde el mamífero es un rumiante o un 
10 humano. 
15 
20. Kit para llevar a cabo un método según cualquiera de las 
reivindicaciones 10 a 12, que comprende un péptido según cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 3. 
21. Kit para llevar a cabo un método según cualquiera de las 
reivindicaciones 13 a 15, que comprende un anticuerpo según la 
reivindicación 6. 
20 22. Uso del kit según cualquiera de las reivindicaciones 20 ó 21 para el 
diagnóstico o seguimiento de la hidatidosis. 




























LISTADO DE SECUENCIAS 
<110> consejo superior de Investigaciones científicas (CSIC) 








<213> Secuencia Artificial 
<220> 
<223> Proteína 2B2t 
<400> 1 
Gly Ser Pro Glu Phe ASp Tyr Arg Ser 
1 5 
Met Gly Gln val val Lys Lys Arg Trp 
20 25 
Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg Leu 
35 40 
Lys ASp Glu Pro Lys Ala Hi s 
10 15 
Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe 
30 
val Ala Leu Gly Asn ASp Leu 
45 
Thr Ala Ile cys Gln Lys Leu Gln Leu Lys Ile Arg Glu Val Leu Lys 
50 55 60 
Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly 
65 70 75 80 
Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala Hi s Met Gly Gln Val val Lys Lys Arg 
85 90 95 
Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg 
100 105 110 
Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu Thr Ala Ile cys Gln Lys Leu Gln 
115 120 
Leu Lys Ile Arg Gl u val Leu Lys Lys Tyr val 
130 135 
Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly Ser Ile 
145 150 







Lys Asn Leu val Glu 
140 







<213> Secuencia Arti fi ci al 
<220> 
<223> Polinucleótido 2B2t 
<400> 2 
ggatccccgg aattcgatta cagatctaaa gatgagccaa aagcacacat 
gtaaaaaaaa gatggggtga acttcgagac ttctttagaa atgatccact 
cttgtcgctc ttggcaatga cctaactgcc atttgccaga agctgcaatt 
gaggtgctga agaagtatgt taagaatttg gtggaagaaa aagatgatga 
tctaaagatg agccaaaagc acacatgggg caagtggtaa aaaaaagatg 
cgagacttct ttagaaatga tccactgggt caaagacttg tcgctcttgg 
actgccattt gccagaagct gcaattgaag attcgtgagg tgctgaagaa 
aatttggtgg aagaaaaaga tgatgattca aagggatcca taatcactag 




<213> Secuencia Arti fi ci al 
<220> 
<223> Proteína B2t 
<400> 3 
Gly rle Pro Pro Lys ASp Glu Pro Lys Ala Hi s Met Gly Gln 
1 5 10 
Lys Lys Arg Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe Arg Asn 
20 25 
Gly Gln Arg Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu Thr Ala 
35 40 45 
Lys Leu Gln Leu Lys rle Arg Glu val Leu Lys Lys Tyr 
50 55 60 





<213> Secuencia Artificial 
<220> 
<223> Cebador con secuencia de restricción Bglrr 
<400> 4 



































<213> Secuencia Artificial 
<220> 
<223> Cebador con secuencia de restricción BamHr 
<400> 5 




<213> Secuencia Artificial 
<220> 
<223> Producto intermedio de PCR 
<400> 6 
23 
acagatctaa agatgagcca aaagcacaca tggggcaagt ggtaaaaaaa agatggggtg 60 
aacttcgaga cttctttaga aatgatccac tgggtcaaag acttgtcgct cttggcaatg 120 
acctaactgc catttgccag aagctgcaat tgaagattcg tgaggtgctg aagaagtatg 180 




<213> Secuencia Arti fi ci al 
<220> 
<223> Proteína 4B2t 
<400> 7 
Gly Ser Pro Glu Phe ASp Tyr Arg Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala Hi s 
1 5 10 15 
Met Gly Gln val val Lys Lys Arg Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe 
20 25 30 
Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu 
35 40 45 
Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln Leu Lys rle Arg Glu Val Leu Lys 
50 55 60 
Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly 
65 70 75 80 
Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala His Met Gly Gln Val val Lys Lys Arg 
85 90 95 
Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg 
100 105 110 
Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln 





Leu Lys rle Arg Glu val Leu Lys Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu 
130 135 140 
Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala Hi s 
145 150 155 160 
Met Gly Gln val val Lys Lys Arg Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe 
165 170 175 
Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu 
180 185 190 
Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln Leu Lys rle Arg Glu Val Leu Lys 
195 200 205 
Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly 
210 215 220 
Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala His Met Gly Gln Val val Lys Lys Arg 
225 230 235 240 
Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg 
245 250 255 
Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln 
260 265 270 
Leu Lys rle Arg Glu val Leu Lys Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu 
275 280 285 
Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly Ser rle rle Thr Ser Glu Phe Pro 
290 295 300 





<213> Secuencia Arti fi ci al 
<220> 
<223> Proteína 8B2t 
<400> 8 
Gly Ser Pro Glu Phe ASp Tyr Arg Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala His 
1 5 10 15 
Met Gly Gln val val Lys Lys Arg Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe 
20 25 30 





35 40 45 
Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln Leu Lys rle Arg Glu Val Leu Lys 
50 55 60 
Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly 
65 70 75 80 
Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala Hi s Met Gly Gln Val val Lys Lys Arg 
85 90 95 
Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg 
100 105 110 
Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln 
115 120 125 
Leu Lys rle Arg Gl u val Leu Lys Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu 
130 135 140 
Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala Hi s 
145 150 155 160 
Met Gly Gln val val Lys Lys Arg Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe 
165 170 175 
Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu 
180 185 190 
Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln Leu Lys rle Arg Glu Val Leu Lys 
195 200 205 
Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly 
210 215 220 
Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala His Met Gly Gln Val val Lys Lys Arg 
225 230 235 240 
Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg 
245 250 255 
Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln 
260 265 270 
Leu Lys rle Arg Glu val Leu Lys Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu 
275 280 285 
Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala His 
290 295 300 
Met Gly Gln val val Lys Lys Arg Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe 





Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu 
325 330 335 
Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln Leu Lys rle Arg Glu Val Leu Lys 
340 345 350 
Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly 
355 360 365 
Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala His Met Gly Gln Val val Lys Lys Arg 
370 375 380 
Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg 
385 390 395 400 
Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln 
405 410 415 
Leu Lys rle Arg Glu val Leu Lys Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu 
420 425 430 
Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala His 
435 440 445 
Met Gly Gln val val Lys Lys Arg Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe 
450 455 460 
Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu 
465 470 475 480 
Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln Leu Lys rle Arg Glu Val Leu Lys 
485 490 495 
Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly 
500 505 510 
Ser Lys ASp Glu Pro Lys Ala Hi s Met Gly Gln Val val Lys Lys Arg 
515 520 525 
Trp Gly Glu Leu Arg ASp Phe Phe Arg Asn ASp Pro Leu Gly Gln Arg 
530 535 540 
Leu val Ala Leu Gly Asn ASp Leu Thr Ala rle cys Gln Lys Leu Gln 
545 550 555 560 
Leu Lys rle Arg Glu val Leu Lys Lys Tyr val Lys Asn Leu val Glu 
565 570 575 
Glu Lys ASp ASp ASp Ser Lys Gly Ser rle rle Thr Ser Glu Phe Pro 
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La invención consiste en una proteína denominada 2B2t que contiene en tándem dos unidades del antígeno B2t del gusano 
Echinococcus granulosus, responsable de la hidatidosis en animales y humanos. La proteína de la invención se utiliza en el 
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1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 HERNANDEZ-GONZALEZ, A. et al. "Usefulness of four different 
Echinococcus granulosus recombinant antigens for serodiagnosis 
of unilocular hydatid disease (UHD) and postsurgical follow-up of 
patients treated for UHD". CLINICAL AND VACCINE 
IMMUNOLOGY. 01.01.2008. Vol. 15, N°. 1, páginas 147-153; 
todo el documento, especialmente figura 1. 
 
D02 ABASSI, I. et al. "Copro-diagnosis of Echinococcus granulosus 
infection in dogs by amplification of a newly identified repeated 
DNA sequence". AM. J. TROP. MED. HYG. 2003. Vol. 69, N°. 3, 
páginas 324-330; todo el documento. 
 
D03 GOTO, Y. et al. "Cloning, characterization, and serodiagnostic 
evaluation of Leishmania infantum tandem repeat proteins". 
INFECTION AND IMMUNITY. 01.07.2006. Vol. 74, N°. 7,  
páginas 3939-3945; todo el documento. 
 
 
El documento D01, describe la obtención del antígeno recombinante B2t de Echinococcus granulosus a partir del antígeno 
B2 original, por amplificación de la secuencia C-terminal. 
 
El documento D02, describe la amplificación de una secuencia de repetición en tándem identificada en el ADN de 
Echinococcus granulosus, aislado en heces de perro. 
 
El documento D03, describe secuencias de repetición en tándem en proteínas de Leishmania infantum y su uso potencial en 
el diagnóstico de la leishmaniasis. 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA 
Los documentos citados solo muestran el estado general de la técnica y no se consideran de particular relevancia, ya que 
aunque para una persona experta en la materia, podría resultar obvio aplicar las características de los documentos citados y 
llegar a la invención tal y como se menciona en las reivindicaciones 1-23, los resultados presentados en el ejemplo 5 de la 
descripción, describen que la sensibilidad y especificidad del antígeno 2B2t, mejoran sustancialmente los resultados del 
antígeno B2t descrito en el documento D01. Estos resultados demuestran que el antígeno 2B2t es más efectivo en el 
diagnóstico y seguimiento de la hidatidosis que el antígeno B2t. Por lo tanto, el objeto de la presente solicitud cumple los 
requisitos de novedad y actividad inventiva de acuerdo con los Artículos 6 y 8 de la Ley de Patentes 11/1986. 
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